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摘要 : 以 我 国 主要 经 济 海产 品 中 国 对 是 ( Penus chinensis ) 为 研究 对 象 ， 通 过 Sephadex G-50、RP-HPLC 等 
技术 分 离 纯化 到 PC- 耿 系列 中 国 对 虾 天然 抗 菌 肽 。 经 初步 鉴定 ， 该 系列 抗菌 肽 对 革 兰 氏 阴 性 和 革 兰 氏 阳 性 菌 都 
表现 出 程度 不 一 的 抑 菌 活性 ， 且 不 同 程度 地 影响 小 白鼠 离 体 回肠 肌 收 缩 ， 但 无 丝氨酸 蛋白 酶 抑制 剂 活性 。 用 
MALDI-TOF 质谱 对 样品 进行 分 析 ， 检 测 到 分 子 量 分 别 为 1 071 Da 和 1 311 Da 的 两 种 抗菌 肽 。 这 些 抗菌 肽 对 对 是 
抵御 微生物 的 侵袭 具有 重要 的 作用 。 
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Abstract: Two antimicrobial peptides were purified from Penus chinensis by Sephadex G-50 gel filtration and reverse 
phase high performance liquid chromatography. The molecular weights were 1 071 and 1 311 Da respectively, determined 
by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. They inhibited the growth of 
Gram-positive and Gram-negative bacteria. The antimicrobial peptides strengthened the contractile response of isolated 
mice ileum. Serine proteases did not affect hydrolytic activities in our current experiments. These antimicrobial peptides 
play an important role in preventing microbial infection in P. chinensis. 
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抗菌 肽 (antimicrobial peptides ) ， 也 称 为 肽 类 ”哺乳 动物 (Anderson & Yu，2003; Fogaca et al， 


抗生素 (peptede antibiotics ) ， 是 一 类 小 分 子 短 肽 ， 
具有 抗菌 力 强 、 抗 菌 谱 广 、 活 性 稳定 、 可 以 中 和 细 
菌 内 毒素 、 很 难产 生 耐 药性 等 特点 。 抗 菌 肽 是 Bo- 
man & Steiner (1981) 首次 从 惜 古 比 天 看 (Hy- 
atophora cecropia ) 中 发 现 的 ， 命 名 为 cecropin。 之 
后 国内 外 许多 研究 者 相继 在 其 他 生物 如 昆虫 (Rees 
et al, 1997; Lopez et al, 2003; Gong et al, 2004)、 
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2004; Wang et al，2004)、 两 栖 动 物 (Lai et al， 
2002a, b,c; Marenah et al，2004) 、 植 物 (Asiegbu 
et al，2003) 以 及 微生物 (Ahern et al, 2003; Liu et 
al ，1999) 中 均 发 现 cecropin 类 似 物 ， 表 明 抗 菌 肽 
广泛 存在 于 细菌 、 植 物 、 消 椎 和 无 消 椎 动物 中 ， 是 
先天 免疫 系统 中 的 重要 因子 。 至 今 报道 的 抗菌 肽 已 
经 超过 500 种 (Hong et al，2004) 。 
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关于 海洋 生物 抗菌 肽 的 研究 始 于 1988 年 ,日 
本 学 者 Nakamura et al (1988) 从 亚洲 党 〈7Tachy- 
pleus tridentatus ) 中 发 现 抗菌 肽 ， 但 是 直到 20 世纪 
90 年 代 中 期 才 真正 得 以 迅速 发 展 ， 如 从 凡 纳 对 是 
(Penaeus vannamei ) 、 柄 海 靖 (Styela clava ) 等 多 
种 海洋 生物 中 分 离 到 Callinectin、Penaeidins、Cla- 
vanins 等 数 种 抗菌 肽 (Hong et al，2004)， 最近 
Femandes et al (2004) 又 从 虹 鲜 鱼 〈Onmcorhyncpus 
mykiss ) 中 分 离 到 oncorhyncin 卫 抗菌 肽 。 

中 国 对 是 ( Penus chinensis ) 是 我 国 重 要 经 济 
海产 品 之 一 。 昌 然 我 国学 者 根据 南美 白 对 虾 抗菌 肽 
基因 从 中 国 对 是 血细胞 中 克隆 到 一 种 中 国 对 虾 肽 
(Cip ) 基因 片段 (Kang et al，2002); Guo et al 
(2004) 还 研究 了 养殖 期 中 国 对 是 抗菌 肽 的 表达 ， 
并 认为 该 基因 为 组 成 型 表达 。 然 而 至 今 还 没有 从 中 
国 对 虾 中 分 离 到 天 然 抗 菌 肽 的 报道 。 本 文 以 中 国 对 
虾 为 研究 对 象 ， 通 过 Sephadex G-50、RP-HPLC 等 
技术 分 离 纯 化 到 PC- 焉 系列 中 国 对 是 天 然 抗 菌 肽 ， 
为 中 国 对 是 抗菌 肽 的 深入 研究 商定 了 一 定 的 基础 ， 
同时 为 中 国 对 是 的 疾病 预防 提供 了 基础 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

中 国 对 虾 〈Penus chinensis ) 采 自 江苏 省 连 云 
港 市 赣 榆 县 对 是 养殖 场 ， 小 白鼠 购 自 南京 市 江宁 区 
青龙 山 动物 繁殖 场 ，Sephadex G-50 为 Amersham 
Biosciences 产品 ， 电 访 用 试剂 均 为 Sigma 产品 ; 实 
验 用 菌株 大 肠 杆 菌 ( Escherichia coli )、 枯 草 杆 菌 
( Bacillus subttilis )、 金 黄色 葡萄 球菌 〈 Staphyioccus 
Qaureus ) 、 白 色 念 珠 菌 ( Candida albicans ) 由 南京 农 


1.2 实验 仪器 设备 

实验 仪器 设备 有 上 海 亚 荣 生化 仪器 厂 生 产 的 
2.6 cm x 100 cm 层 析 柱 、HL-2B 数 显 恒 流 泵 、BS- 
100A 自动 部 分 收集 器 ，Eppendorf 公司 5810R 高 速 
冷冻 离心 机 ， 宁 波 菜 福 科技 有 限 公 司 PSX 智能 型 
恒温 恒 湿 培 养 箱 ， 北 京 微星 斯 达 Pclab-UE 生物 医 
学 信号 采集 处 理 系统 ， 北 京 六 一 仪器 厂 微型 垂直 电 
泳 槽 及 电泳 仪 ， 上 海光 谱 仪 器 有 限 公 司 751 紫外 分 
光 光 度 仪 ， 惠 普 公 司 Agillent 1100 高 效 液 相 色 谱 
仪 ， 大 连 伊 利 特 Hypersil C18 反 相 柱 。 质 谱 仪器 为 
ABI 公 司 产品 ， 由 西安 华 辰 生物 技术 有 限 公 司 提 
供 。 

1.3 方 法 

1.3.1 中 国 对 是 体 液 的 收集 ”将 中 国 对 是 断 尾 后 
从 头 提 起 ， 让 其 体液 自然 流出 或 手工 辅助 授 出 ， 所 
收集 的 样品 立即 在 Eppendorf 5810R 高 速 冷 冻 离 心 
机 4% 10000 g 离心 10 min ， 上 清 液 分 装备 用 。 
1.3.2 中 国 对 是 中 抗菌 肽 的 分 离 纯 化 Sephadex 
G-50 用 蒸馏 水 煮沸 2 h 溶 胀 ， 装 和 人 2.6 cm x 100 em 
层 析 柱 ， 用 0.05 mol/L Tris-HC1 含 0.1 mol/L NaCl 
缓冲 液 (pH 7.8) 平衡 、 洗 脱 ， 流 速 0.3 mL/min， 
每 管 收集 3 mL， 测 定 Azso 和 A220。 收 集 各 洗 脱 峰 时 
综合 考虑 Azso 和 Azo， 当 Azz 低 于 0.1 时 该 管 不 予 
收集 。 

将 冷冻 干燥 后 Sephadex G-50 所 收集 的 第 3 峰 
(PC- 焉 ) 溶解 上 样 ， 用 反 相 高 效 液 相 色谱 (RP- 
HPLC) 进行 分 离 纯化 ， 注 射 100 pL 目标 峰 于 Hy- 
persil ODS2 (C18) 反 相 柱 ， 按 下 列 程序 进行 梯度 
洗 脱 : 流动 相 A (0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 )， 流 动 相 
B (0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 +100% 乙 且 )， 如 图 1 所 
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图 1 中 国 对 虾 体液 Sephadex G-50 凝 胶 过 滤 图 谱 
Fig. 1 Sephadex G-50 gel filtration chromatography of P. chinensis body liquid 
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1.3.3 抗菌 活性 检测 ”采用 抑 菌 圈 法 检测 多 肽 的 
抗菌 活性 。 在 LB 平板 培养 基 中 分 别 涂 布 大 肠 杆 
菌 、 枯 草 杆 菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 白色 念珠 菌 ， 在 
直径 为 1 cm 的 滤纸 片上 分 别 滴 加 20 pL 体液 上 清 
液 和 经 上 述 分 离 纯 化 得 到 的 多 肽 〈 分 离 峰 ) ， 以 无 
菌 水 〈CKI) 、 相 应 缓冲 液 (CK2) 为 对 照 ，37 怠 恒 
温 培养 ， 观 察 滤纸 片 周围 是 否 有 抑 菌 圈 ， 并 度量 抑 
菌 圈 的 大 小 。 抗 菌 活 性 用 抑 菌 圈 直 径 表示 〈 数 值 等 
于 抑 菌 圈 外 径 减 滤纸 直径 )， 每 次 纯化 都 跟踪 检测 
抗菌 活性 。 

1.3.4 ”分子量 测定 飞行 质谱 [matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) 
mass spectrometry] 用 于 测定 纯化 的 中 国 对 是 PC- 亚 
抗菌 肽 的 分 子 量 和 纯度 ， 该 对 虾 抗菌 肽 的 溶解 液 为 
100 和 的 乙 且 ， 其 中 含有 a-cyano-4-hydroxycinnamic 
acid (HCCA)。 

1.3.5 丝氨酸 酶 抑制 剂 活性 检测 ”依次 在 1 cm x 
0.5 em 玻璃 比 色 杯 中 加 入 0.05 mol/L Tris-HCl 
(pH7.8) 410 pyL, 0.4% (w/v) Trypsin 50 kgL， 抗 
菌 肽 20 xL， 迅 速 计时 ， 在 室温 下 保温 5 min 后 ， 
加 入 0.2% (w/v) 发 色 底 物 茶 甲 酰 - 工 - 精 氨 酸 硝 
酸 还 原 酶 氢 氯 化物 (NBLAN) 40 puL, 迅速 置 人 比 
色 池 ， 在 405 nm 波长 下 扫描 2 min， 以 缓冲 液 代替 
样 液 为 对 照 ， 通 过 比较 人 A 值 检 测 丝氨酸 酶 抑制 剂 
活性 。 

1.3.6 小 白鼠 离 体 回肠 收缩 实验 ”解剖 小 白鼠 ， 
截取 部 分 回肠 ， 回 肠 一 端 通 过 手术 线 与 北京 微星 斯 
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达 Pclab-UE 生物 医学 信号 采集 处 理 系统 相连 ， 田 
一 端 固定 于 保温 容器 ， 回 肠 在 37 乞 保 温 的 Tyrode 
液 中 收缩 ， 当 收缩 信号 稳定 时 加 实验 样品 ， 观 察 并 
记录 信号 变化 。 


2 结 果 


2.1 分 离 纯化 

中 国 对 是 的 体液 上 清 液 Sephadex G-50 凝 胶 层 
析 图 谱 如 图 1， 分 别 收集 到 5 个 峰 ， 即 PC- 工 
(51—74)、 PC-J[ 〈75 一 106) 、PC- 焉 〈107 一 148)、 
PC-T (149 一 182)、PC-V (183 一 220) 峰 。 

选择 PC- 焉 峰 用 RP-HPLC (C18) 进一步 分 离 
纯化 ， 共 收集 11 个 峰 ， 分 别 命名 为 峰 1、2、3、 
4、5、6、7、8、9、10、11， 分 离 图 谱 见 图 2。 
2.2 分 子 量 测定 

中 国 对 是 PC- 亚 系列 抗菌 肽 经 MALDI-TOF 检 
测 ， 得 到 分 子 量 分 别 为 1 071 Da (图 3a) 和 1 311 
Da (图 3b) 的 两 种 抗菌 肽 。 
2.3 抗菌 活性 

上 清 液 经 Sephadex G-50 收集 到 的 $ 个 峰 的 抗 
菌 活性 如 表 1，PC- 亚 峰 经 RP-HPLC 分 离 到 的 11 
个 峰 的 抗菌 活性 如 表 2 所 示 。 
2.4 丝氨酸 酶 抑制 剂 活性 

对 有 抗菌 性 的 分 离 物 PC - 焉 中 的 峰 5、7、8&、 
9、10、11 均 进 行 了 丝氨酸 酶 抑制 剂 活性 检测 ， 但 
没有 明显 的 抑制 效应 ， 即 我 们 分 离 到 的 PC - 焉 系 
列 抗菌 肽 不 具备 丝氨酸 酶 抑制 剂 活性 。 
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2 中 国 对 是 体液 Sephadex G-50 凝 胶 过 滤 蛋 白峰 PC- 焉 的 反 相 高 压 液 相 图 谱 
Fig. 2 Reverse phase high performance liquid chromatography of PC- 焉 from 


P. chinensis body liquid 
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图 3 ”中国 对 虾 体液 PC- 焉 系列 抗菌 肽 飞行 质谱 分 析 图 谱 


Fig. 3 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry 


of PC- 焉 from P. chinensis body liquid 


表 1 中 国 对 是 抗菌 肽 的 抗菌 活性 检测 
Tab. 1 The antimicrobial activity of Penus chinensis 





菌 种 Strains 人 PC-I PC-II PC- 械 PC-N PC-V CK CK2 
Escherichia coli + x x 十 十 十 让 和 + 二 x 
Bacillus subttilis + x x 十 十 十 x x 
Staphyloccus aureus + x x + 十 十 十 X x 


Candida albicans + x x 


十 十 十 十 十 十 十 十 x x 


+、++ 、+++ 和 ++++ 分别 表 示 抑 菌 圈 直 径 <0.5 mm、0.5 一 1.0 mm、>1.0 一 <1.5 mm 和 >1.5 mm; x 表示 无 抗菌 活性 。 


+，++，+++，and ++++ indicated the diameters of inhibitory zone <0.5 mm, 0.5—1.0 mm, >1.0—<1.5 mm, and >1.5 


mm, respectively; x meant no antimicrobial activity . 


表 2 ”中国 对 虾 PC- 亚 系列 抗菌 肽 的 抗菌 活性 检测 
Tab. 2 The antimicrobial activity of PC- 焉 from Penus chinensis 





菌 种 Strains PC- 严 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Escherichia coli 于 下 再 x x x x x x 十 十 十 十 十 十 十 十 十 于 平平 平 府 
Bacillus subtiilis + x x x x x x + 二 十 再 + 十 十 十 十 
Siaphyloccus aureus 十 十 x x x x 十 十 X 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Candida albicans + x x x x x x x 十 十 十 十 十 十 十 十 十 


+、++、+++、++++ 和 x 的 含意 同 表 1。 


+，++，+++，++++ and x are same as indicated in Tab. 1. 


小 白鼠 离 体 回肠 收缩 

PC - 于 中 的 峰 5、7、8、9、10、11 用 于 测定 
对 小 白鼠 回肠 收缩 的 影响 ， 结 果 表 明峰 10 和 峰 11 
能 够 促进 小 白鼠 回肠 的 收缩 运动 ， 而 其 他 分 离 物 均 
抑制 收缩 。 


3 分 析 与 讨论 


我 们 采用 RP-HPLC 技术 从 PC- 亚 分 离 出 来 的 各 
个 峰 对 小 白鼠 回肠 离 体 收缩 具 不 同 程度 的 影响 ， 其 
中 峰 10、11 对 回肠 收缩 具有 一 定 的 促进 作用 ， 表 
明 这 两 个 峰 中 可 能 含有 对 哺乳 动物 血管 有 舒张 和 降 
讨 作 用 的 缓 激 肽 等 活性 成 分 。 而 未 经 RP-HPLC 分 
离 的 PC- 下 样品 对 小 白鼠 回肠 收缩 的 影响 不 大 ， 暗 
示 其 中 可 能 含有 对 舒张 作用 相持 抗 的 抑制 成 分 ; 本 


2.5 


实验 结果 中 PC- 焉 其 他 各 峰 对 回肠 收缩 有 一 定 的 抑 
制作 用 ， 较 好 支持 这 一 猜测 。 本 实验 发 现 了 中 国 对 
虾 体液 中 具有 对 回肠 收缩 产生 作用 的 物质 ， 并 对 这 
些 物质 进行 了 初步 的 研究 ; 而 要 了 解 其 结构 、 功 能 
以 及 作用 机 理 则 需要 更 深入 的 研究 。 

尽管 在 南美 白 对 是 血液 中 已 经 发 现 了 既 有 抗 真 
菌 、 抗 细菌 活性 的 一 组 抗菌 肽 Penaeidins 
(Destoumieux, et al，1997) ， 但 中 国 对 虾 体液 中 相 
关 抗 菌 肽 的 抗菌 活性 尚未 见报 道 。 我 们 所 发 现 的 
PC- 焉 系列 抗菌 肽 对 革 兰 氏 阴 性 、 阳 性 菌 以 及 真菌 
等 都 表现 出 程度 不 一 的 抑 菌 活性 。 从 PC- 夺 中 分 离 
出 来 的 峰 5、7、8、9、10、11 都 表现 出 不 同 程度 
的 抑 菌 效果 ， 其 中 峰 8、9、10、11 对 大 肠 杆 菌 、 
金黄 色 葡萄 球菌 、 白 色 念 珠 菌 和 枯草 杆菌 均 有 较 好 
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的 抑制 作用 。 深 入 的 研究 有 望 从 中 国 对 虾 体液 中 得 
到 一 系列 具有 广 谱 搜 菌 效 果 的 抗菌 多 肽 。 

Kang et al (2002) 通过 克隆 中 国 对 是 的 抗菌 肽 
基因 片段 推导 出 中 国 对 虾 肽 (Chp) 成 熟 肽 的 分 子 
量 为 5 652.4 Da， 而 我 们 得 到 的 两 种 抗菌 肽 ， 它 们 
的 分 子 量 分 别 为 1 071 Da 和 1 311 Da， 这 说 明 本 报 
道 的 中 国 对 是 天 然 抗 菌 肽 不 同 于 Chp。 这 两 种 抗菌 
肽 理论 上 应 含有 10 个 左右 的 氨基 酸 ， 这 暗示 两 种 
抗菌 肽 的 结构 可 能 比较 简单 ， 有 利于 日 后 的 大 规模 
生产 。 

中 国 对 是 一直 是 我 国 重要 的 海洋 经 济 养殖 品 
种 。 近 年 来 大 规模 爆发 的 对 是 病 使 得 该 种 的 养殖 遭 
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